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RESUMO:  
A síndrome de Chediak-Higashi (CHS) é uma doença letal autossômica recessiva rara 
caracterizada por mutações no gene regulador do tráfico lisossomal (LYST/CHS1), levando a 
imunodeficiência e infecções generalizadas, incluindo a doença periodontal. Fibroblastos 
gengivais (FG) são a primeira barreira contra a invasão de patógenos, e, portanto, FG 
provenientes de pacientes CHS representam um excelente modelo para estudar as vias 
relacionadas à biogênese de lisossomos e seu papel no processo inflamatório periodontal, bem 
como compreender os mecanismos responsáveis pela maior suscetibilidade de pacientes CHS 
à doença periodontal. A hipótese deste estudo é que mutações patológicas em LYST/CHS1 
alteram a resposta imune-inflamatória de FGs de CHS. Os objetivos desse estudo foram (1) 
caracterizar clinicamente as condições periodontais de indivíduos CHS clássicos e atípicos e 
(2) determinar comparativamente o padrão de expressão de genes/proteínas em FG obtidos de 
pacientes controle e CHS expostos ou não ao LPS de Escheria coli (Ec) e extrato total de 
Fusobacterium nucleatum (Fn). Sete indivíduos com CHS: atípicos (n=4) e clássicos (n=3) 
foram examinados clínica e radiograficamente. Um examinador treinado avaliou lesões orais 
das mucosas, cárie dentária, perda dentária e periodonto (boca-completa, seis sítios/dente). 
Cultura primária de FGs foi estabelecida para indivíduos CHS e controle por digestão 
enzimática (n=3). A reação em cadeia da polimerase em tempo real (qPCR) e a análise 
“multiplex” foram utilizadas para determinar o perfil imune-inflamatório de células expostas 
ou não ao LPS de Ec (10 ng/mL-3 horas) e de Fn (2 ug/mL-3 horas). Os dados foram 
submetidos ao teste t de Student ou Mann-Whitney (α=0,05). Considerando os achados 
clínicos e radiográficos, pacientes CHS atípicos apresentaram significativamente maior 
profundidade de sondagem (PS) (2,42±0,6mm vs 2,14±0,6mm, p<0,0001) e porcentagem de 
sítios com PS>4mm (4,55±2,6 vs 0,20±0,3, p=0,037), além de uma tendência para mais sítios 
com perda de inserção clínica (PIC)≥3mm (18% versus 6%) do que CHS clássicos. Em 
relação ao perfil de expressão do gene/proteína, a expressão de receptores “toll-like” (TLR)-4 
foi aumentada em células de CHS atípicos (2,52 e 1,17 vezes para gene e proteína, 
respectivamente), enquanto que TLR-2 apresentou uma tendência para níveis mais baixos. Os 
níveis de RNAm de interleucina (IL)-6 (6,82 vezes) e IL-1β (2,38 vezes) foram mais 
expressos, enquanto que a ciclooxigenase (COX)-2 apresentou menor expressão (1,21 vezes) 
em células de CHS atípicos. Quando tratados com LPS de Ec, CHS atípicos apresentaram 
menor magnitude da IL-6 (1.339 vezes), IL-1β (12.091 vezes) e COX-2 (5,95 vezes) 
(p<0,05). Considerando-se a análise de expressão proteica, as células de CHS atípicos 
 
 
 
expostas ao extrato total de Fn, apresentaram magnitude significativamente elevada de 
Interferon (IFN)-γ, IL-1ra, IL-2, IL-4, IL-15, IL-17, IL-9 e IL-6 (78, 27, 13, 7, 1, 9, 3 e 22 
vezes, respectivamente) em comparação ao controle. Como conclusões do presente estudo 
temos que (1) clinicamente, as condições clássicas e atípicas de CHS podem resultar em 
fenótipos periodontais distintos e (2) em fibroblastos gengivais de indivíduos com a forma 
atípica da CHS, níveis elevados de TLR-4 no baseline podem contribuir para uma resposta 
imunológica alterada a bactérias gram-negativas, favorecendo a destruição dos tecidos 
periodontais. 
Palavras-chaves: Imunodeficiência, receptores Toll-like, doenças periodontais. 
  
 
 
 
ABSTRACT:  
Chediak-Higashi syndrome (CHS) is a rare autosomal recessive lethal disease characterized 
by mutations in the lysosomal trafficking regulator gene (LYST/CHS1), leading to 
immunodeficiency and generalized infections, including periodontal disease. The gingival 
fibroblasts (GF) act as the primary barrier against invasion of pathogens, and therefore GF 
from CHS patients represent an excellent model for studying the pathways related to 
lysosomal biogenesis and its role on periodontal inflammation and to understand the 
mechanisms responsible for the increased susceptibility of CHS patients to periodontal 
disease. We hypothesized that pathological mutations in LYST/CHS1 gene exhibit altered 
immune-inflammatory response in GFs of CHS. The aims of this study were to perform a 
clinical characterization of the periodontal status in classic and atypical CHS individuals, and 
to determine the comparative response pattern of gene/proteins expression of GF from control 
and atypical CHS individuals exposed or not to E. coli (Ec) LPS and whole extract of 
Fusobacterium nucleatum (Fn). Seven subjects: atypical (n=4) and classic (n=3) CHS were 
enrolled and panoramic radiographs taken. A trained examiner assessed oral mucosal lesions, 
dental caries, tooth loss and periodontal status (full-mouth, six sites/tooth exam). Primary 
cultures of human GF from atypical CHS and control individuals were obtained by enzymatic 
digestion (n=3). Quantitative real-time polymerase chain (qPCR) and multiplex analyses were 
used to determine the expression profile of gene/protein related to inflammation challenged or 
not with Ec LPS (10 ng/mL-3 hours) and extract of Fn (2 μg/mL-3 hours), while Western 
Blotting were used to validate the main findings at baseline. Gene and protein expression data 
analyses were performed by the Student's t-test or Mann-Whitney (α=0.05). Considering 
clinical and radiographic findings, atypical CHS subjects presented significantly increased 
probing depth (PD) (2.42±0.6mm vs. 2.14±0.6mm, p=<0.0001) and percent of sites with 
PD>4mm (4.55±2.6 vs. 0.20±0.3, p=0.037), and a trend towards increased percentage of sites 
with clinical attachment loss (CAL) ≥3mm (18% versus 6%) than classic CHS. Regarding the 
expression profile of gene/protein, at baseline, toll-like receptor (TLR)-4 was increased in 
atypical CHS cells (2.52-fold and 1.17-fold for gene and protein, respectively), whereas TLR-
2 presented a trend towards lower levels than control cells. Interleukin (IL)-6 (6.82-fold) and 
IL-1β (2.38-fold) mRNA levels were higher, whereas cyclooxygenase (COX)-2 was lower 
(1.21-fold) in atypical CHS cells. When treated with Ec LPS, atypical CHS cells presented 
lower magnitude of IL-6 (1,339-fold), IL-1β (12,091-fold) and COX-2 (5.95-fold) transcripts 
increase (p<0.05). Considering multiplex analysis, atypical CHS cells challenged with Fn 
 
 
 
featured significantly higher magnitude of interferon (IFN)-γ (78-fold), IL-1ra (27-fold), IL-2 
(13-fold), IL-4 (7-fold), IL-15 (1-fold), IL-17 (9-fold), IL-9 (3-fold) and IL-6 (22-fold) 
induction compared to treated control cells. Our findings indicate that (1) clinically, classical 
and atypical CHS conditions can result in different periodontal phenotypes and (2) in gingival 
fibroblasts from patients with atypical form of CHS, elevated levels of TLR -4 baseline can 
contribute for an altered immunological response to gram-negative bacteria, promoting the 
destruction of the periodontal tissues. 
Keywords: Immunodeficiency, Toll-like receptors, periodontal diseases 
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1 INTRODUÇÃO 
A CHS é uma doença autossômica recessiva rara, com cerca de 500 casos reportados 
na literatura (Orphanet Report Series, 2014). CHS é uma doença letal caracterizada por 
albinismo oculocutâneo, imunodeficiência severa, infecções piogênicas recorrentes, diátese 
sanguínea devido ao funcionamento comprometido das plaquetas, disfunções neurológicas 
(fraqueza muscular, ataxia e perda sensorial) (Nagle et al., 1996; Spritz, 1998; Introne et al., 
1999). O diagnóstico desta síndrome é baseado no exame de esfregaço do sangue periférico 
dos leucócitos, no qual a característica clássica é a presença de grânulos citoplasmáticos 
gigantes anormais tanto em células precursoras (promielócitos e mielócitos) da medula óssea, 
bem como em melanócitos, plaquetas e células neurológicas (Introne et al. 1999; Zerial & 
McBride, 2001).  
Em humanos, a doença está associada a mutações no gene regulador do tráfego 
lisossomal, denominado LYST (OMIM #606897), o qual foi identificado após o 
sequenciamento e o mapeamento do gene homólogo em roedores, LYST/Beige
 
(Nagle et al., 
1996; Perou et al., 1996). O gene LYST está localizado no cromossomo 1q42-44, que consiste 
em 53 éxons, dos quais 51 são codificantes da proteína de 429kDa, denominada LYST. A 
LYST, também conhecida como CHS1, é uma proteína citoplasmática que modula a 
exocitose lisossomal (Barbosa et al., 1996; Nagle et al., 1996; Fukai et al., 1996; Tchernev et 
al., 2002). Apesar de não ter função molecular completamente elucidada, evidências sugerem 
que a proteína ligada a esse gene funciona na formação ou regulação do tráfego intracelular de 
vesículas e, consequentemente, na biogênese dos lisossomos secretores (Shoterlersuk & Gahl, 
1998; Kaplan et al., 2008).  
Existem duas formas de apresentação clínica da síndrome: clássica e atípica. Cerca de 
85% dos pacientes que apresentam CHS manifestam a forma clássica e são acometidos, por 
pelo menos uma vez, pela „fase acelerada‟, que pode ser fatal (Blume & Wolff, 1972; 
Sánchez-Guiu et al., 2013). As manifestações clínicas da „fase acelerada‟ incluem febre, 
anemia, neutropenia e, ocasionalmente, trombocitopenia, hepatoesplenomegalia, 
linfadenopatia e icterícia. Coagulopatias podem ser desenvolvidas devido à combinação da 
perda da função renal com a trombocitopenia (Blume & Wolff, 1972). A „fase acelerada‟ é 
um processo reativo com infiltrado perivascular linfocitário que possui característica 
hemofagocítica benigna (Padgett et al., 1967; Blume & Wolff, 1972; Rubin et al., 1985). 
Microscopicamente, a arquitetura celular é preservada, apresentando linfócitos, histiócitos e 
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células mononucleares maduras (Padgett et al., 1967), apesar de seu tamanho alterado. 
Também é caracterizada pela ativação e proliferação descontrolada de células T (Padgett et 
al., 1967; Rubin et al., 1985). Pacientes que apresentam CHS possuem função celular 
prejudicada das células “natural killer” (NK) (Abo et al., 1982) e migração retardada de 
neutrófilos e monócitos (Haliotis et al., 1980; Klein et al. 1980). Mutações sem sentido 
(nonsense) ou mutações de mudança de fase de leitura (frameshift), em homozigose ou 
heterozigose composta, são normalmente encontradas nos casos de recém-nascidos ou 
crianças com o desenvolvimento da linfo-histiocitose hemofagocítica, determinando o curso 
clássico da doença. Nestas condições, os pacientes jovens geralmente vão a óbito antes de 
completarem 10 anos de idade devido a infecções recorrentes (Karim et al., 2002). 
             A forma atípica da CHS é representada por cerca de 10-15% dos pacientes, na qual os 
pacientes sobrevivem até a fase adulta sem serem acometidos pela „fase acelerada‟. No entanto, 
desenvolvem severas e debilitantes manifestações neurológicas durante sua adolescência e 
início da fase adulta, (Sánchez-Guiu et al., 2013). As infecções de maior ocorrência em 
pacientes que apresentam a forma atípica da CHS são as do trato respiratório e da pele (Padgett 
et al., 1967; Blume & Wolff, 1972), podendo haver um atraso na fusão de fagossomos e 
lisossomos, o que permite a replicação e fuga bacteriana, levando a infecções persistentes 
(Padgett et al., 1967; Blume & Wolff, 1972; Quie, 1972; Lynch, 1973; Baehner, 1974; Singh et 
al., 1994). Além disso, os pacientes diagnosticados com a forma atípica da CHS podem 
apresentar leves problemas de coagulação com hematomas, hemorragias mucosas e petéquias 
(Buchanan & Handin, 1976; Rendu et al., 1983). Apesar do número de plaquetas estar normal, 
elas apresentam problemas na coagulação devido à presença de corpos densos plaquetários fora 
do padrão normal (White, 1978; Parmlev et al., 1985). Mutações não-sinônimas (missense), em 
homozigose ou heterozigose, geralmente são descritas nos casos de início da fase adulta com 
manifestações clínicas mais sutis, caracterizando a forma atípica da doença (Karim et al., 2002; 
Kaplan et al., 2008; Westbroek et al., 2007). 
  Embora, nos últimos anos, tenha ocorrido uma evolução no entendimento da CHS em 
função da introdução de técnicas mais afinadas de mapeamento genético e de um melhor 
entendimento da função molecular da LYST/CHS1, as consequências dessa condição genética 
em odontologia permanecem praticamente desconhecidas, muito provavelmente em função 
dos limites impostos pela condição rara da doença, o que dificulta a realização de estudos 
clínicos controlados e/ou à coleta de materiais biológicos para posterior análise.  
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Na literatura, relatos de casos clínicos isolados sugerem uma associação entre a CHS e a 
susceptibilidade desses indivíduos à severa perda de inserção dos tecidos periodontais, com a 
indicação da presença de algumas das mesmas bactérias envolvidas no desenvolvimento e 
progressão da doença periodontal encontradas em pacientes clinicamente saudáveis (Delcourt-
Debruyne et al., 2000; Shibutani et al., 2000; Bailleul-Forestier et al., 2008; Khocht et al., 
2010; Rezende et al., 2013). De fato, o sistema mais atual de classificação das doenças 
periodontais categoriza, especificamente, a condição periodontal em pacientes diagnosticados 
com CHS como manifestação oral associada a desordens genéticas (Armitage, 1999).  
Diferentemente de outras condições sistêmicas, como o consumo de cigarros e a 
diabete mellitus associados ao risco de desenvolvimento e progressão de doenças 
periodontais, muito pouco é conhecido sobre os mecanismos pelos quais indivíduos com CHS 
teriam uma maior susceptibilidade à forma mais severa da doença periodontal, ou até mesmo, 
os mecanismos pelos quais esses indivíduos estariam imunologicamente mais susceptíveis a 
processos infecciosos. Dados de estudo recente sugere que mutações genéticas associadas à 
CHS afetam o padrão de expressão de citocinas pro- e anti-inflamatórias, além de alterar o 
perfil de expressão de TLR em fibroblastos obtidos a partir da pele de indivíduos 
diagnosticados com a forma clássica da síndrome (Wang et al., 2014).  
Entretanto, não existem ainda trabalhos na literatura que verifiquem o efeito de LPS 
bacterianos sobre a expressão gênica de citocinas ligadas ao processo inflamatório em 
fibroblastos gengivais. Neste contexto, a hipótese deste estudo é de que mutações patológicas 
no gene LYST/CHS1 podem alterar a resposta imunoinflamatória em fibroblastos gengivais 
de pacientes com CHS, com a forma atípica, fato que os tornariam mais susceptíveis à 
destruição dos tecidos periodontais frente ao desafio do biofilme dental bacteriano. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 
2.1 – Síndrome de Chediak-Higashi e a predisposição a infecções 
 
A CHS foi inicialmente descrita por Bequez-Cesar em 1943 e depois por Steinbrinck, 
em 1948, para só então finalmente ser descrita por Chediak (1952) e Higashi (1954) (Tanzeel 
et al., 2012).  Esta síndrome se apresenta de forma autossômica recessiva, em que o gene 
responsável pela mesma foi caracterizado no ano de 1996 como gene Regulador do Tráfego 
Lisossomal (LYST ou CHS1) localizado no cromossomo 1 (1q42-43) (Nagel et al., 1996; 
Shyur & Hill, 2996).  
 A característica gigante anormal celular confere as características da síndrome: severa 
imunodeficiência, infecções recorrentes, sendo as mais recorrentes do trato respiratório e da 
pele (Padgett et al., 1967; Blume & Wolff, 1972), albinismo oculocutâneo, disfunções 
neurológicas e diátese sanguínea (Nagle et al., 1996; Spritz, 1998; Introne et al., 1999; Ward 
et al., 2000). A habilidade fagocítica de PMN em pacientes com CHS é normal. Entretanto, 
existe um atraso na fusão de fagossomos e lisossomos, o que permite a replicação e fuga 
bacteriana, levando a infecções persistentes (Padgett et al., 1967; Blume & Wolff, 1972; Quie, 
1972; Lynch, 1973; Baehner, 1974; Singh et al., 1994).  
Do ponto de vista sistêmico, a alteração funcional de polimorfonucleares (PMNs) tem 
recebido grande atenção como a mais importante alteração, a qual contribui para a 
predisposição de indivíduos com CHS a processos infecciosos. Pacientes com CHS possuem 
as funções de células T alteradas (Baetz et al., 1995; Barrat et al., 1999; Stichcombe & 
Griffiths, 1999; Stichcombe, Page, Griffiths, 2000), de células natural killer impedidas devido 
à presença de grânulos anormais e migração lenta de neutrófilos e monócitos (Haliotis et al., 
1980; Klein et al., 1980).  O modelo animal que reproduz a CHS em humanos, camundongos 
Beige, é caracterizado por infecções recorrentes, provavelmente devido a importantes 
alterações funcionais em PMN que poderiam predispor a processos infecciosos mais 
destrutivos (Root et al., 1972; Stossel et al., 1972). A atividade bactericida anormal de 
granulócitos de indivíduos com CHS está associada com o impedimento da liberação de 
peroxidase pelos lisossomos „gigantes‟ para o vacúolo fagocítico (Root et al., 1972). 
Kubo e colaboradores (1987) demonstraram que uma diminuição significativa na 
geração de radicais OH por PMN obtidos a partir de animais Beige poderia explicar a 
diminuída eficiência destas células na eliminação microbiana. Nos estudos de Ganz e 
colaboradores (1988), no qual analisou proteínas de caráter bactericida e/ou citotóxico de três 
pacientes com CHS, e de Schalkwijk e colaboradores (1988), no qual foram analisados 
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animais Beige, foi demonstrado que há uma diminuição dos níveis de elastase e catepsina G, 
proteínas associadas à eliminação microbiana, em que essa diminuição, de acordo com o 
primeiro estudo, ocorre devido à atividade deficiente de proteínas imunorreativas. Os 
resultados encontrados por Saint Basile e colaboradores (1985) foram que os pacientes com 
CHS apresentam severa trombocitopenia, diminuição de fatores da cascata de coagulação, de 
fibrinogênio e de plasminogênio, o que explicaria os distúrbios de coagulação e diátese 
sanguínea. Além disso, no estudo de Nelson e colaboradores (1961) foi demonstrado que 
existia um infiltrado de macrófagos na fase acelerada, o que pode acarretar a diminuição 
plaquetária, também encontrada no estudo anterior. Os grânulos citoplasmáticos gigantes 
anormais são resultados da fusão de grânulos primários, secundários e, possivelmente, 
terciários, segundo Cairo e colaboradores (1988). Neste mesmo estudo, a partir da análise 
citométrica fluorescente dos leucócitos de um paciente portador de CHS, foi demonstrada 
uma diminuição dos receptores C3bi (glicoproteína MO1), receptores importantes no processo 
de aderência e fagocitose dos PMN, além da deficiência de grânulos principalmente do grupo 
específico. 
Pacientes com CHS podem manifestar duas formas da doença: clássica e atípica. Cerca 
de 85% dos pacientes que apresentam CHS manifestam a forma clássica da doença, que pode 
ser fatal (Blume & Wolff, 1972; Sánchez-Guiu et al., 2013) e são acometidos, por pelo menos 
uma vez, pela „fase acelerada‟, processo reativo com infiltrado perivascular linfocitário que 
possui característica hemofagocítica benigna (Padgett et al., 1967; Blume & Wolff, 1972; 
Rubin et al., 1985). A forma atípica da CHS é representada por cerca de 10-15% dos 
pacientes, os quais desenvolvem severas e debilitantes manifestações neurológicas durante 
sua adolescência e início da fase adulta (Sánchez-Guiu et al., 2013). O exame microscópico 
dos neurônios de pacientes com CHS revelou inclusões citoplasmáticas que se assemelham a 
lisossomos gigantes, semelhante ao que pode ser observado em todos os outros tipos de 
células desses pacientes (Hirano et al., 1971; Libert et al., 1982). O tratamento para a 
síndrome é o transplante de medula óssea, o qual alivia os problemas imunológicos, maior 
causa de óbito dentre esses pacientes (Kazmierowski et al., 1976; Virelizier et al., 1982; 
Haddad et al., 1995; Mottonen, Lanning, Saarinen, 1995; Lian et al., 2000), sendo realizado 
para pacientes com a forma clássica, por possuírem maior gravidade da doença.  
 
2.2 – Associação da CHS com a doença periodontal 
  
 A periodontite pode ser definida como uma infecção bacteriana crônica das estruturas 
de suporte dos dentes que provoca a destruição do tecido conjuntivo periodontal e osso e, em 
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casos graves, pode acarretar perda dentária (Seymour, 1991). O biofilme dental é o principal 
agente etiológico da doença periodontal, sendo constituído por um acúmulo de bactérias, 
nutrientes, células do hospedeiro e produtos metabólicos em um ambiente especializado 
(Costerton et al., 1994). Este biofilme está envolto por uma matriz extracelular que fornece 
vantagens seletivas aos microrganismos que incluem uma grande barreira protetora contra 
antimicrobianos e agentes fagocíticos da resposta imune do hospedeiro, além de favorecer 
trocas genéticas (Gilbert et al., 1993). O início da doença periodontal e progressão resulta da 
resposta do hospedeiro à placa bacteriana, sendo a periodontite um resultado da contínua 
interação entre as células do hospedeiro e bactérias patogênicas subgengivais, como as gram-
negativas anaeróbias (Darveau, 2009). Estudos de imuno-histoquímica revelaram presença de 
infiltrado celular denso, incluindo numerosas células T e B em lesões periodontais. Além 
disso, níveis elevados de mediadores inflamatórios tais como IL - 1β, TNF - α, PGE2, IFN - γ 
e IL - 8 podem ser detectados em tecidos gengivais inflamados e fluido crevicular gengival 
(Seymour, 1991; Page et al., 1997). 
 Em 1999, no Workshop Internacional para a Classificação de Doenças e Condições 
Periodontais, foram classificadas desordens que afetam os tecidos de suporte dentário em oito 
categorias, tendo sido uma delas especificamente a condição periodontal em pacientes 
diagnosticados como uma manifestação local associada a desordens genéticas (Armitage, 
1999). A alteração dos tecidos periodontais pode ser uma consequência primária de tais 
alterações sistêmicas ou ainda um efeito secundário, permitindo que a doença periodontal 
progrida sem qualquer causa subjacente aparente, ou, de forma alternativa, manter ou 
exacerbar a gravidade de uma condição local, previamente estabelecida (Nualart-Grollmus, 
Moralez-Chávez, Silvestre-Donat, 2007). 
 Alterações lisossomais e quimiotaxia defeituosa em neutrófilos são alterações que 
podem dar origem a periodontite agressiva, a qual tende a ser recorrente e refratária ao 
tratamento com antibióticos (Izumi et al., 1989). Devido às disfunções generalizadas nas 
células imunes, a síndrome de Chediak-Higashi permite o acesso das células bacterianas à 
região interior dos tecidos gengivais, favorecendo a doença periodontal (Khocht et al., 2010). 
A condição dos tecidos periodontais na CHS se manifesta como um início precoce da 
periodontite associado a esfoliação prematura de ambas as dentições. Os padrões de 
reabsorção óssea podem ser local ou generalizada, e estão relacionados com a inflamação 
gengival (Nualart-Grollmus, Moralez-Chávez, Silvestre-Donat, 2007). 
As condições associadas com alterações na função de neutrófilos, tais como CHS, 
também foram relatadas como sendo a causa de uma perda óssea periodontal de avanço 
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rápido, mesmo com idade jovem (Padgett et al., 1967; Parmley et al., 1985; Perou et al., 
1996). Em contraste, indivíduos diagnosticados com doença granulomatosa crônica não são 
susceptíveis a periodontite, apesar de apresentarem disfunções na atividade bactericida em 
consequência de neutrófilos defeituosos (Perou et al., 1996). Na literatura, existem apenas 
sete relatos de caso clínico sugerindo relação da CHS com a periodontite severa de início 
precoce (Tempel et al., 1972; Hamilton & Giasanti, 1974; Delcourt-Debruyne, Boutigny, 
Hildebrand, 2000; Shibutani et al., 2000; Bailleul-Forestier et al., 2008; Khocht et al., 2010; 
Rezende et al., 2013). Dessa forma, a evidência discutida acima sugere que o aumento da 
susceptibilidade dos pacientes que apresentam disfunções de neutrófilos congênitas a um 
início precoce e doença periodontal forma grave não pode ser explicada unicamente por 
controle ineficiente de bactérias periodontais por neutrófilos. 
 
2.3 – TLRs e doença periodontal 
 
TLRs funcionam como a chave para reconhecimento de componentes situados na 
parede celular de patógenos bacterianos (Medzhitov et al., 1997; Akira, Takeda, Kaisho, 
2001). Em mamíferos, esses receptores foram identificados como uma família homóloga dos 
receptores da espécie Drosophila (Kopp & Medzhitov, 1999), tendo seu interesse se 
intensificado desde a descoberta que estes receptores participam da sinalização intracelular 
que se inicia a partir da invasão do hospedeiro por bactérias gram-negativas. 
A resposta imune inflamatória possui tanto cascatas dependentes quanto 
independentes de TLRs (Akira & Takeda, 2004. Rakoff-Nahoum et al., 2004) Em humanos, 
11 diferentes TLRs foram identificados e estes são capazes de reconhecer diferentes 
moléculas de origem bacteriana, fúngica, protozoária e virótica (Kawai & Akira, 2006; Kawai 
& Akira, 2007; Uematsu & Akira, 2006). TLRs são proteínas transmembrana do tipo I e são 
compostos por repetições extracelulares ricas em leucinas (LRRs), domínios estes que são 
responsáveis pelo reconhecimento dos PAMPs (pathogen-associated molecular patterns), 
moléculas existentes em bactérias e vírus que estimulam a resposta inflamatória, além do 
domínio intracelular TIR, que é essencial para a sinalização downstream, ativando NF-kβ e 
MAPK, que desencadeiam o processo inflamatório (Kawai &Akira, 2006). A ativação desses 
receptores mediam a expressão de IL-8 (Hatakeyama et al., 2003; Mahanonda et al., 2007), 
IL-6 e MCP-1 (Uehara & Takada, 2007). Dessa forma, percebe-se que essas moléculas estão 
atreladas ao processo inicial da resposta inflamatória imune inata, processo crítico para a 
eliminação de patógenos, estimulando a liberação de mediadores inflamatórios (Figura 1). 
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Figura 1 – Via de sinalização TLR (adaptado de Mahanonda & Pichiankgul, 2007) 
 
 
A ativação de TLRs resulta na liberação de citocinas inflamatórias, tais como IL-6, IL-
1, TNF-α e interferon tipo I, em diferentes tipos celulares, em que, podendo a via ser 
dependente de 4 proteínas citosólicas adaptadoras (Myd88, TIRAP, TRIF, TRAM) (Kawai & 
Akira, 2006; Kawai & Akira, 2007; Uematsu & Akira, 2006).  
Tem sido relatado na literatura que fibroblastos gengivais humanos expressam TLR-2 
e TLR-4, assim como outros TLRs, incluindo TLR-1 e TLR-6 (Mahanonda et al., 2007; 
Uehara & Takada, 2007). Esses achados suportam o importante papel na resposta imune 
contra patógenos bacterianos. (Mahanonda et al., 2007). Além disso, a presença de TLR-3 
sugere também papel dos FGs na resposta antiviral (Mahanonda et al., 2007). 
TLR-2 e TLR-4 funcionam como principais sensores inatos para os componentes da 
parede celular de bactérias gram-negativas, se tornando muito importantes no progresso da 
periodontite (Mahanonda et al., 2007; Gaddis et al., 2009; Matera et al. 2009). TLR-4, o 
primeiro TLR identificado, reconhece lipídeos A de LPS, e TLR-2 reconhece diversos 
componentes bacterianos, incluindo lipoproteínas, peptidoglicanos e ácido lipotecóico 
(Brightbill et al, 1999; Hirschfeld et al, 1999, 2001; Schwandner et al, 1999; Yoshimura et al., 
1999; Kawai & Akira, 2006; Kawai & Akira, 2007; Uematsu & Akira, 2006). Hatakeyama et 
al. (2003) demonstraram que os fibroblastos humanos gengivais e do ligamento periodontal 
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expressam TLR-4, e que quando este receptor foi bloqueado, houve uma significativa redução 
à resposta de ambas as células ao LPS bacteriano, sugerindo que LPS atua diretamente sobre 
receptores TLR-4.  
Sabe-se que LPS são importantes fatores de virulência dos periodontopatógenos, pois 
interagem com os TLRs e estes são expressos por inúmeros tipos celulares (Mahanonda & 
Pichyangkul, 2007). Além de induzir a produção de citocinas pró-inflamatórias, tais como 
interleucinas (IL-1β, IL-6 e IL-8), o fator de necrose tumoral (TNF-α), o LPS também media a 
liberação de fatores ativadores de plaquetas e prostaglandinas por macrófagos e neutrófilos 
presentes em áreas infectadas por bactérias (Wilson, Reddi, Henderson, 1996; Lindemann et 
al., 1988), além de ativar plaquetas, mastócitos, basófilos e células endoteliais. Estas citocinas 
são conhecidas por ter um papel importante na patogênese da doença periodontal por 
causarem inflamação e consequente destruição do tecido periodontal e reabsorção óssea, 
agindo de forma direta e indireta sobre os osteoclastos (Kobayashi et al., 2000). Tem sido 
relatado também que o LPS promove a indução de osteoclastos indiretamente através da 
ativação de TLR4 (Hou et al., 2000). 
A habilidade de TLRs em controlar a defesa do hospedeiro contra a invasão de 
patógenos os torna importantes reguladores na imunodeficiência resultante da CHS. Nosso 
grupo demonstrou, de forma inédita, que defeitos no tráfego de TLR-2 e TLR-4 contribuem 
para uma hiporresponsividade de fibroblastos da derme de indivíduos com a forma clássica da 
doença quando desafiados imunologicamente com LPS de Ec (Wang et al., 2014), mostrando 
uma diminuição na resposta imunoinflamatória quando comparados a células de pacientes 
controle, apresentando menor expressão de genes ligados ao processo inflamatório, incluindo 
IL-6, IL-1β e COX-2. 
  
27 
 
 
3 PROPOSIÇÃO 
Os objetivos deste estudo foram: 
(1) Caracterizar clinicamente as condições periodontais de indivíduos portadores das 
formas clássica e atípica da Síndrome de Chediak-Higashi; 
(2) Determinar o padrão de resposta inflamatória de fibroblastos gengivais de 
indivíduos com a forma atípica de CHS quando submetidos ao LPS de E. coli e à bactéria 
gram-negativa F. nucleatum. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 
4.1 - Pacientes e análises clínicas:  
Um total de sete indivíduos com as formas de CHS clássica (n = 3) e atípica (n = 4) 
(Quadro 1) foram incluídos neste estudo aprovado pelo Institutional Review Board 
(NIH/NHGRI - Protocolo #00-HG-0153). Todos os indivíduos foram submetidos a um exame 
oral geral, o qual incluiu radiografia panorâmica digital. Um examinador treinado (VTM) 
avaliou a profundidade de sondagem (PS), perda de inserção clínica (PIC) e sangramento à 
sondagem (SS) em seis sítios em todos os dentes e obteve índices gengival (IG) e de placa 
(IP) em seis dentes-índices. Exames sanguíneos foram feitos para todos os participantes da 
pesquisa como parte de seu acompanhamento médico anual. 
Figura 2 – Desenho experimental 
4.2 - Preparação de extrato de proteína total Fn e LPS de Ec:  
Culturas em BHI (A550 nm de 0,3) foram colhidas por centrifugação (6000xg, a 4°C, 
3 min), lavadas duas vezes em solução salina fria, ressuspensas em 220 ml de Tris 10 mM, 
EDTA 1 mM, pH 8,0 (TE), e armazenadas a -80°C até à sua utilização. A ruptura mecânica 
das células foi realizada com grânulos de zircônia de 0,16 g/0,1 mm de diâmetro (Biospec, 
Bartlesville, OK, EUA) em um Mini-beadbeater (Biospec, Bartlesville, OK, EUA) na 
potência máxima. Para a extração de proteínas de células totais, os sedimentos celulares 
congelados foram ressuspensos em 350 mL de água seguida de agitação dos grânulos (3 
ciclos de 1 min de repouso em gelo durante 1 min). Os extratos foram brevemente 
centrifugados (30 s) e os sobrenadantes contendo a fração de proteína foram armazenados a -
80°C até à sua utilização. A concentração de proteínas foi determinada pelo ensaio de 
Bradford (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) de acordo com o protocolo do fabricante. O LPS de 
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E. coli foi obtido a partir do produto de referência 0111: B4 da empresa Sigma-Aldrich (St. 
Louis, MO, EUA).  
4.3 – Isolamento e cultura celular: 
Três indivíduos com CHS atípica (CHS #2, CHS #3 e CHS #7) e três controles 
saudáveis pareados por idade foram incluídos neste estudo após aprovação do Institutional 
Review Board (NIH/NHGRI - Protocolo  00-HG-0153) e do Comit  de  tica em Pesquisa da 
FOP/UNICAMP - CONEP (protocolo   078  2014). Foram selecionados como doadores de 
células do grupo controle voluntários saudáveis que receberam procedimentos cirúrgicos com 
a remoção de tecido gengival, com idade entre 19 e 29 anos, não-fumantes, não grávidas e 
sem história de medicação sistêmica e doença periodontal (incluindo gengivite) nos últimos 
seis meses. O grupo CHS foi constituído por pacientes diagnosticados, clínica e 
geneticamente, com CHS no programa de doenças raras do NIH/NHGRI sendo todos com 
manifestação clínica da doença correspondendo ao fenótipo atípico. Culturas primárias de 
fibroblastos gengivais foram obtidas a partir destes indivíduos. Resumidamente, os tecidos 
gengivais foram cuidadosamente removidos sob anestesia local e digeridos enzimaticamente 
com uma solução contendo colagenase tipo 1 (3 mg/mL) e dispase (4 mg/mL) (Gibco BRL, 
Life Technologies, Rockville, MD, EUA) durante 1 hora a 37°C. As células foram mantidas 
em DMEM com soro fetal bovino a 10% (FBS), 1% de L-glutamina, e 1% de 
penicilina/estreptomicina (Gibco BRL, Life Technologies, Rockville, MD, EUA) e incubou-
se a 37°C numa atmosfera de CO2 a 5% e congeladas em freezer -80 ºC. 
4.4 - Desafio Bacteriano: 
Para a realização do experimento, as células foram cultivadas e ao se encontrarem com 
cerca de 80% de confluência, foram plaqueadas em uma densidade de 2x10
5
 células/poço em 
placas de cultura de 12 poços. Vinte e quatro horas após o plaqueamento celular, o meio de 
crescimento foi alterado para DMEM suplementado com FBS a 2% (e L-glutamina, penicilina 
e estreptomicina), com ou sem LPS de E. coli  na concentração 10 ng/mL ou extrato total de 
F. nucleatum a 2 ug/mL durante 3 horas. As células de passagens 2 a 6 foram utilizadas para 
todos os experimentos. 
4.5 - Análise da expressão gênica:  
Para análise da expressão gênica, o RNA total foi obtido utilizando-se o reagente 
Trizol
®
 (Gibco BRL, Gaithersburg, MD, EUA), o cDNA foi sintetizado utilizando o kit High-
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Capacity cDNA de transcrição reversa (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), e as 
amostras foram analisadas por PCR quantitativo em tempo real (qPCR), como previamente 
descrito (Nociti et al., 2014). As sequências dos primers utilizados são mostrados na tabela 1. 
 
Tabela 1 – Sequência de primers utilizados 
Gene Forward (5’-3’) Reverse (3’-5’) 
IL-1β CTTCTTCGACACATGGGATAAC TTTGGGATCTACACTCTCCAGC 
IL-6 CTAGAGTACCTCCAGAACAGATTTGA TCAGCAGGCTGGCATTT 
COX-2 CTTCACGCATCAGTTTTTCAAG TCACCGTAAATATGATTTAAGTCCAC 
TLR-2 CGTTCTCTCAGGTGACTGCTC CCTTTGGATCCTGCTTGC 
TLR-4 CCTGCGTGAGACCAGAAAG TTCAGCTCCATGCATTGATAA 
GAPDH AGCCACATCGCTCAGACAC GCCCAATACGACCAAATCC 
 
4.5 – Análise Protéica:  
Para a análise da expressão protéica de TLR-2 e TLR-4, foram obtidas proteínas 
celulares totais dos grupos CHS e controle utilizando RIPA. Coquetel inibidor de proteases 
sem adição de EDTA (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA) foi incluído para evitar a 
degradação das proteínas durante o processo de extração. A concentração de proteína foi 
determinada pelo ensaio colorimétrico de Bradford (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA). 
SDS-PAGE e Western blot foram realizados como descrito anteriormente (Nociti Jr et al., 
2014). Os anticorpos primários contra TLR-2 (Abcam, Cambridge, MA, EUA), TLR-4 
(Abcam, Cambridge, MA, EUA) e β-actina (Abcam, Cambridge, MA, EUA) foram utilizados 
para detectar as proteínas de interesse. A detecção foi realizada e as imagens digitais obtidas 
foram analisadas utilizando o sistema de imagem digital e seu software (UVITEC, 
Cambridge, Cambridge, Reino Unido). 
4.6 - Análise do secretoma de fibroblastos gengivais dos grupos CHS e controle:  
Os níveis de citocinas foram determinados utilizando o ensaio Bio-Plex (Cat No: 
M500KCAF0Y, Bio-Rad, Hercules, CA, EUA), o qual avaliou a concentração de 27 proteínas 
alvo (tabela 2) nos sobrenadantes (meio de cultivo sem soro fetal bovino) de fibroblastos 
gengivais de pacientes CHS e de controles saudáveis pareados por idade. Os ensaios foram 
realizados em placas de 96 poços de acordo com as instruções do fabricante. Resumidamente, 
as amostras foram preparadas e incubadas com esferas acopladas com anticorpos durante 60 
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min, seguido por incubação com anticorpo de detecção durante 30 min. Os conjugados foram 
então incubados com estreptavidina durante 10 min, lavados, ressuspensos e agitados antes da 
medição da fluorescência em dispositivo Magpix™ (MiraiBio, Alameda, CA, EUA). Cada 
amostra foi analisada em triplicata e as concentrações (em pg/mL) foram calculadas a partir 
da curva padrão utilizando uma equação polinomial pentaparamétrica no software Xponent® 
(Millipore Corporation, Billerica, MA, EUA). 
4.7 - Análise Estatística:  
Os experimentos foram realizados em triplicata e repetidos pelo menos duas vezes. Os 
valores foram apresentados como média e desvio padrão, ou como “fold-change”. Os achados 
clínicos e as análises de dados de expressão gênica e proteica foram analisados pelo teste t de 
Student ou teste de Mann-Whitney (α = 0,05). As análises estatísticas foram realizadas 
utilizando o software GraphPad Prism Versão 6 (GraphPad Software, CA, EUA) e BioEstat 
5.3 (Instituto Mamirauá, PA, Brasil). 
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Tabela 2 - Lista de citocinas avaliadas pelo ensaio multiplex. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Símbolo Nome da Proteína Código UniProt  
MIP-1b Proteína inflamatória de macrófagos 1- beta P13236 
IL-6 Interleucina-6 P05231 
IFN-γ Interferon-gama P01579 
IL-1ra Proteína antagonista do receptor de Interleucina-1 P18510 
IL-5 Interleucina-5 P05113 
GM-CSF Fator de estimulação da formação de colônias de macrófagos 
granulócitos 
P04141 
TNF-α Fator de necrose tumoral alfa P01375 
RANTES RANTES Q9UBL2 
IL-2 Interleucina-2 P60568 
IL-1b Interleucina-1 beta P01584 
Eotaxin Eotaxina P51671 
bFGF Fator básico de crescimento de fibroblastos P09038 
VEGF Fator de crescimento vascular endotelial  P15692 
PDGF-bb Subunidade B do fator de crescimento derivado de plaquetas P01127 
IP-10 Proteína (10 kDa) induzida Interferon-gama P02778 
IL-13 Interleucina-13 P35225 
IL-4 Interleucina-4 P05112 
MCP-1 Proteína quimiotática de monócitos 1 P13500 
IL-8 Interleucina-8 P10145 
MIP-1ª Proteína inflamatória de macrófagos 1-alpha P10147 
IL-10 Interleucina-10 P22301 
G-CSF Fator estimulador de formação de colônias de granulócitos P09919 
IL-15 Interleucina-15 P40933 
IL-7 Interleucina-7 P13232 
IL-12 P70 Interleucina-12 A1Z2L5 
IL-17ª Interleucina-17 A Q16552 
IL-9 Interleucina-9 P15248 
33 
 
 
5 RESULTADOS 
5.1 Achados clínicos e radiográficos:  
Os dados demográficos da população estudada estão apresentados no Quadro 1. Todos 
os pacientes eram caucasianos e exibiram albinismo oculocutâneo, presença de cabelo cinza 
prateado e diátese hemorrágica ou história de infecções excessivas na infância. A maioria dos 
casos apresentados apresentaram histórico de infecção de pele, infecção respiratória, 
fotofobia, anormalidades da marcha, maior índice de massa corporal (IMC) e vários graus de 
manifestações neurológicas, incluindo disfunção cognitiva, neuropatia periférica, ataxia e 
parkinsonismo. Todos os indivíduos foram identificados como apresentando mutação no gene 
Regulador de Tráfego Lisossomal (LYST/CHS1), exceto CHS #1, no qual a mutação exata 
está sendo estabelecida. Os genótipos destes pacientes estão apresentados no Quadro 2. 
Notavelmente, os três sujeitos clássicos CHS passaram por transplante de células-tronco 
hematopoiéticas (TCTH) para a correção de defeitos imunológicos e hematológicos 
associados com CHS. Nenhum dos pacientes atípicos foi submetido a transplante. O exame 
clínico bucal detalhado mostrou que nenhum dos indivíduos com as formas clássica ou atípica 
da CHS apresentou evidências de periodontite severa generalizada, ulceração ou edema 
gengival, mobilidade dentária severa e esfoliação prematura dentes decíduos ou permanentes 
(Figura 1). No entanto, os indivíduos com CHS atípica apresentaram perda dentária, dentes 
cariados, má higiene oral e leve a moderada inflamação gengival, principalmente devido ao 
acesso irregular aos cuidados dentários. Não houve diferença estatisticamente significante 
quanto a número de dentes ausentes, IP, IG e SS entre pacientes clássicos e atípicos. O 
Quadro 3 resume os resultados clínicos periodontais em indivíduos com CHS clássicos e 
atípicos. Indivíduos com a forma atípica de CHS apresentaram maior PS (2,42 mm ± 0,6 vs. 
2,14 mm ± 0,6, p <0,0001), PIC (2,18 mm ± 1,2 vs. 0,84 mm ± 1,1, p <0,0001) e proporção de 
sítios com PS ≥ 4 mm (4,55% ± 2,6% vs. 0,20% ± 0,3%, p = 0,037) em comparação com CHS 
clássica. Além disso, os indivíduos atípicos apresentaram uma tendência de aumento da 
proporção dos sítios com PIC ≥ 3 mm (18% vs. 6%, p> 0,05). Notavelmente, ambas as formas 
de CHS exibiram um elevado número de sítios com SS (32% e 51%, para clássicos e atípicos, 
respectivamente). Radiografias panorâmicas não mostraram evidência de extensa reabsorção 
do osso alveolar ou lesões radiolúcidas. 
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Quadro 1 - Características dos pacientes CHS a nível basal  
Paciente 
Idade e 
Gênero 
Etnia 
Condições médicas pré-
existentes 
Terapia medicamentosa 
pregressa 
Medicações atuais   
CHS 1 
(clássico) 
32 anos, 
F 
Branca 
Neuropatia periférica; 
alterações motoras; 
hipotireoidismo 
(controlada); albinismo 
oculocutâneo; ambliopia do 
olho esquerdo; obesidade; 
dois episódios de fratura da 
tíbia esquerda. 
Transplante de medula óssea e 
quimioterapia aos 10 anos; 
cirurgia ocular para ambliopia; 
redução interna da fratura da tíbia. 
Levotiroxina, 125 
mcg/dia; Tumeric 
400mg/dia;  quelato 
de magnésio e 
potássio; 
multivitaminas;  
alimentos à base de 
cálcio ; óleo de peixe 
contendo  omega-3; 
hidroxitriptofano . 
CHS 2* 
(atípico) 
32 anos, 
M 
Branca 
Parkinsonismo secundário à 
CHS; alterações motoras; 
albinismo oculocutâneo 
parcial; Catapora; infecções 
recorrentes de pele; epistaxe 
recorrente; má cicatrização. 
 
Imunoglobulina intravenosa a 
cada dois meses de 1ano até os 16 
anos de idade.  
Cefalexina 
500mg/dia; 
carbidopa/levodopa 
25mg/100mg t.i.d; 
ibuprofeno 
400mg/dia 
CHS 3* 
(atípico) 
28 anos, 
M 
Branca 
Neuropatia periférica; 
fotofobia; transtorno de 
déficit de atenção; ataxia; 
infecções recorrentes de 
pele; epistaxe recorrente. 
 
Imunoglobulina intravenosa a 
cada dois meses de 2 anos até os 
14 anos de idade.  
 
Nenhuma 
CHS 7
# 
(atípico) 
29 anos, 
M 
Branca 
Albinismo oculocutâneo; 
fotofobia; estrabismo; 
alterações motoras; 
anosmia; contusões; dois 
episódios de fratura no 
punho.  
Nenhuma Nenhuma 
CHS 8
# 
(atípico) 
23 anos, 
M 
Branca 
Albinismo oculocutâneo; 
fotofobia; ataxia; 
hipertensão; obesidade.  
Lisinopril Nenhuma 
CHS 9 
(clássico) 
8 anos, 
M 
Branca 
Albinismo oculocutâneo; 
déficit de atenção; 
hiperatividade; varicela pós- 
vacinação; hepatomegalia. 
Dois transplantes de medula óssea 
aos 10 e 18 meses de idade 
(segundo transplante precedido 
pela ciclofosfamida, fludarbine, 
globulina anti-timócito, irradiação 
total do corpo, micofenolato de 
mofetil, tacrolimus); lobectomia 
inferior do pulmão esquerdo. 
Nenhuma 
CHS 10 
(clássico) 
9 anos, 
F 
Branca 
Albinismo oculocutâneo; 
otite média recorrente.  
Três transplantes alogênicos de 
células-tronco: 20, 24 e 25 meses 
de idade; o terceiro transplante foi 
precedido por Campath, tiotepa e 
ciclofosfamida. 
 
Nenhuma  
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Quadro 2 - Genótipo dos pacientes CHS 
* e 
#
 = irmãos 
 
  
Pacientes Fenótipo Genótipo 
 Mutação Tipo de mutação 
CHS 1  Clássico Desconhecida Desconhecida  
CHS 2* Atípico 
c.4361C>A; p.A1454D 
(exon 12) 
c.5061T>A; p.Y1687X 
(exon 16) 
Missense/Nonsense 
CHS 3* Atípico 
c.4361C>A; p.A1454D 
(exon 12) 
c.5061T>A; p.Y1687X 
(exon 16) 
Missense/Nonsense 
CHS 7
#
 Atípico 
c.3310C>T; p.R1104X 
(exon 6) 
c.10222G>A; p.G3408R 
(exon 45) 
Nonsense/Missense 
CHS 8
#
 Atípico 
c.3310C>T; p.R1104X 
(exon 6) 
c.10222G>A; p.G3408R 
(exon 45) 
Nonsense/Missense 
CHS 9 Clássico 
c.4322_4325delAGAG;p.
E1441VfsX11 (exon 12) 
c.4353G > A; p.W1451X 
(exon12) 
Frameshift/Nonsense 
CHS 10 Clássico 
c.4498delA; 
p.R1500EfsX4 (exon 12) 
c.7763delA; 
p.K2588SfsX19 (exon 
28) 
Frameshift/Frameshift 
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Quadro 3 - Comparações dos resultados clínicos periodontais [média(DP)] entre pacientes 
CHS clássicos e atípicos. 
  
Característica 
Clássico  
(n=3) 
Atípico  
(n=4) 
p 
Dentes ausentes* (n) 4.3 (0.6) 6.5 (4.5) 0.46 
Índice de Placa (%) 0.65 (0.47) 0.51 (0.17) 0.61 
Índice Gengival (%) 0.56 (0.30) 0.70 (0.16) 0.44 
Sangramento à Sondagem (%) 32.1 (29.9) 51.9 (28.8) 0.42 
PS boca toda (mm) 2.14 (0.6) 2.42 (0.6) <0.0001 
PIC boca toda (mm) 0.84 (1.1) 2.18 (1.2) <0.0001 
% Sítios PS ≥4 mm 0.20 (0.3) 4.55 (2.6) 0.037 
% Sítios PIC ≥3 mm 6.55 (11.4) 18.4 (15.5) 0.316 
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Figura 3 - Ilustrações clínicas e radiográficas representativas do estado oral de indivíduos 
CHS clássico (A e B) e atípico (C e D) 
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5.2 - Achados Laboratoriais:  
Sucessivos hemogramas completos dos pacientes com CHS durante um período de 
avaliação médica de dois anos revelou neutropenia em um paciente clássico e três atípicos e 
monocitose em um clássico e todos os pacientes CHS atípicos. Glóbulos brancos, glóbulos 
vermelhos e plaquetas se apresentaram dentro dos limites normais. O nível de colesterol 
estava dentro dos limites normais. Os achados laboratoriais estão ilustrados na Figura 2 e 
Apêndice 1. 
 
Figura 4 - Análise de esfregaço sanguíneo de paciente com CHS clássica (#10) pré- e pós- 
transplante de medula óssea. (A) e (B) Análise de esfregaço sanguíneo pré-transplante do 
paciente #10 (CHS clássico) apresenta neutrófilos e linfócitos polimorfonucleares 
enlarguecidos com grânulos esféricos anormais e rosados patognomônicos no citoplasma. (C) 
e (D) Análise de esfregaço sanguíneo pós-transplante apresenta aparência normal de 
neutrófilos com ausência de grânulos esféricos patognomônicos no citoplasma. (coloração de 
May-Grünwald/Giemsa; aumento ótico x400). 
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5.3 – Fibroblastos gengivais de indivíduos com CHS atípica exibem expressão gênica alterada 
de IL-6, IL-1β, COX-2, TLR-2 e TLR-4 em níveis basais:  
A fim de se determinar se CHS altera a expressão constitutiva de genes 
imunoinflamatórios, a expressão de IL-6, IL-1β, COX-2, TLR-2 e TLR-4 foi avaliada por 
qPCR. A análise de dados revelou que a IL-6 (6,82 vezes - p <0,01), IL-1β (2,38 vezes - p 
<0,05) e TLR-4 (2,0 vezes - p <0,05) se apresentaram significativamente aumentadas em 
fibroblastos gengivais  de pacientes CHS em comparação com o grupo controle. Em contraste, 
níveis de transcritos para COX-2 e TLR-2 apresentaram uma tendência para redução da 
expressão em comparação com células controle (1,21 vezes - p <0,05 e 1,61 vezes - p> 0,05, 
respectivamente). Os níveis de proteínas de TLR-2 e TLR-4 foram determinados por Western 
blotting, e os resultados confirmaram o aumento significante dos níveis de TLR-4 (1,17 vezes 
- p <0,05) e a tendência de menor produção de TLR-2 (-1,05 vezes - p> 0,05) em extratos de 
proteína total de células CHS em comparação com o grupo controle (Figura 3).  
Figura 5 - Padrões imunoinflamatórios em fibroblastos gengivais no em níveis basais de CHS 
atípico. A. Os níveis de transcritos para IL-6 e IL-1β estão mais elevados, enquanto que os 
níveis para COX-2 estão diminuídos em fibroblastos gengivais de indivíduos CHS atípicos; 
B. Transcritos para TLR-2 apresentam uma tendência para níveis mais baixos, ao passo que 
transcritos para TLR-4 estão significativamente aumentados nas células CHS. C. Os 
resultados de Western blot reproduziram os dados de qPCR mostrando que a produção 
proteica de TLR-2 seguiu a tendência para níveis mais baixos em células CHS, enquanto que 
TLR-4 foi significativamente aumentada em extratos de proteína total a partir de células CHS 
( *p < 0,05 e **p < 0,01 ). 
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5.4 - Fibroblastos gengivais de indivíduos com CHS atípicos exibem uma resposta imune 
alterada quando desafiados com LPS de Ec:  
Em seguida, foi examinado o impacto das mutações no gene LYST sobre a expressão 
dos genes imunoinflamatórios IL-6, IL-1β e COX-2 em fibroblastos gengivais de CHS 
atípicos e indivíduos controle desafiados com LPS de Ec. A análise dos dados de qPCR 
mostrou que o desafio com LPS resultou em aumento significativo da expressão  de IL-6, IL-
1β e COX-2 para ambas células controle e CHS (p <0,05). No entanto, fibroblastos gengivais 
de CHS exibiram menor proporção de alteração em comparação com células controle [IL-6 
(1.339 vezes), IL-1β (12.091 vezes) e COX-2 (5,95 vezes) -  (p <0,05)]. A figura 4 ilustra os 
resultados obtidos a partir de fibroblastos gengivais de indivíduos CHS atípicos comparados a 
indivíduos saudáveis quando submetidos ao desafio com LPS de Ec. 
 
Figura 6: Tratamento com LPS de Ec conduziu a uma resposta alterada em células CHS. A. 
Os dados de qPCR  mostram que fibroblastos gengivais obtidos de indivíduos CHS tratados 
com LPS de Ec apresentam uma menor magnitude de resposta imunogênica de genes que 
codificam a IL-6 , IL-1β e COX-2 em comparação com células controle tratadas com LPS 
(*p< 0,05 ). 
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5.5. - Fibroblastos gengivais de indivíduos com CHS atípica apresentam um aumento na 
produção de citocinas em resposta ao extrato total de F. nucleatum:  
A análise do secretoma obtido mostrou que em comparação com células controle 
tratadas com extrato de proteína total de F. nucleatum, 27 proteínas no secretoma de 
fibroblastos gengivais de CHS ou apresentaram um aumento significativo ou uma tendência 
crescente de expressão. As alterações de resposta variaram de 1 a 329 vezes em células CHS, 
ao passo que em fibroblastos gengivais controle, a variação foi de 1 a 95 vezes (Figura 5). 
Esta tendência global sugere que os níveis elevados de TLR-4 em fibroblastos gengivais 
obtidos de sujeitos CHS atípicos podem estar envolvidos em uma resposta inflamatória mais 
robusta, resultando potencialmente em um aumento do colapso do tecido periodontal. A 
Tabela 3 ilustra os resultados do secretoma para as 27 citocinas ensaiadas. 
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Figura 7 - Citocinas imunoinflamatórias são diferencialmente expressas no secretoma de 
fibroblastos gengivais de indivíduos CHS atípicos. A. As análises de secretoma de 
fibroblastos gengivais obtidos a partir de indivíduos CHS e controle tratados com extrato total 
de Fn indicaram uma magnitude maior de mudança para citocinas selecionadas no grupo 
CHS, em comparação com os respectivos grupos não tratados (*p< 0,05 e **p<0,01). 
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Tabela 3 - Resultado do Secretoma de fibroblastos gengivais CHS e controle tratados e não tratados com F. nucleatum. 
 
Citocinas 
Células Controle não-tratadas 
(DP) 
Células Controle tratadas  
(DP) p-value 
Células CHS não-tratadas 
(DP) 
Células CHS tratadas  
(DP) p-value 
MIP-1b 0.57(0.2) 1.7 (0.32) <0.01 0.11 (0.07) 3.43 (0.76) <0.001 
IL-6 6.4 (1.8) 143.62 (33.96) <0.01 13.2 (4.05) 587.44 (56.11) <0.001 
IFN-Y 1.9 (1.63) 12.45 (2.82) <0.01 0.52 (0.54) 44.38 (5.29) <0.001 
IL-1ra 1.89 (0.66) 6.81 (2.78) 0.03 0.8 (0.34) 23.73 (4.22) <0.001 
IL-5 0.83 (0.03) 0.87 (0.05) 0.28 0.8 (0.12) 0.97 (0.09) <0.01 
GM-CSF 0.37 (0.40) 1.97 (1.91) 0.01 0 (0) 0.85 (1.25) 0.69 
TNF-a 1.74 (0.09) 3.02 (0.38) <0.01 1.48 (0.19) 3.57 (0.44) <0.001 
RANTES 0.02 (0.03) 2.67 (2.43) <0.01 0 (0) 14.44 (3.33) 0.04 
IL-2 0.21 (0.10) 0.3 (0.09) 0.23 0.01 (0.02) 0.15 (0.07) <0.01 
IL-1b 0.2 (0) 0.25 (0.02) 0.04 0.2(0) 0.3 (0) 0.01 
Eotaxin 0 (0) 11.10 (5.83) 0.01 0 (0) 24.64 (7.46) <0.01 
bFGF 2.74 (2.17) 14.15 (3.04) <0.001 0.03 (0.03) 17.22 (5.2) <0.01 
VEGF 11.78 (2.1) 23.08 (3.42) 0.05 10.74 (6.3) 39.74 (7.22) <0.01 
PDGF-bb 0.26 (0.17) 4.93 (2.04) <0.01 0.01 (0.02) 7.34 (2.92) <0.001 
IP-10 0 (0) 10.17 (6.58) 0.01 1 (1.73) 44.73 (10.62) <0.001 
IL-13 0.377 (0.07) 0.72 (0.27) 0.01 0.355 (0.05) 1.08 (0.36) <0.001 
IL-4 0.288 (0.08) 0.71 (0.05) 0.03 0.155 (0.05) 1.43 (0.19) <0.001 
MCP-1 0.355 (0.07) 17.74 (3.81) <0.001 0.177 (0.07) 58.64 (17.82) <0.001 
IL-8 1.86 (0.28) 178.03 (42.138) <0.001 4.42 (1.96) 518.88 (30.25) <0.001 
MIP-1a 0.1 (0) 0.11 (0.12) 0.69 0.033 (0.04) 0.2 (0.05) <0.01 
IL-10 0.87 (0.27) 1.31 (0.41) 0.05 0.566 (0.20) 1.71 (0.99) <0.01 
G-CSF 1.5 (0.03) 3.98 (0.47) <0.01 1.17 (0.11) 15.17 (2.53) <0.001 
IL15 0.6 (0.06) 0.76 (0.05) <0.01 0.277 (0.09) 0.81 (0.07) <0.001 
IL-7 1.87 (0.58) 1.68 (0.47) 0.69 2.04 (0.88) 3.57 (1.54) 0.05 
IL-12 P70 2.08 (0.61) 3.71 (0.77) 0.13 2.24 (0.82) 6.51 (2.67) 0.02 
IL-17A 0.64 (031) 1.17 (0.24) 0.02 0.1 (0.07) 1.01 (0.61) <0.001 
IL-9 0.91 (0.29) 2.25 (0.38) <0.01 0.41 (0.12) 2.13 (0.59) <0.001 
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6 DISCUSSÃO 
 
Embora o principal fator etiológico da doença periodontal seja o biofilme dental, o 
desenvolvimento e a evolução da doença periodontal é em grande parte dependente da 
resposta imunológica do hospedeiro. Certas desordens sistêmicas têm sido associadas ao 
aumento da susceptibilidade do paciente à doença periodontal, geralmente devido a uma 
imunodeficiência sistêmica (Armitage, 1999; Meyle & Gonzáles, 2001). Poucos relatos de 
casos clínicos têm implicado os CHS com um início precoce e forma grave de periodontite 
(Tempel et al., 1972; Hamilton & Giasanti, 1974; Delcourt-Debruyne, Boutigny, Hildebrand, 
2000; Shibutani et al., 2000; Bailleul-Forestier et al., 2008; Khocht et al., 2010; Rezende et 
al., 2013), no entanto, os mecanismos envolvidos não são conhecidos. Descobertas recentes 
que mostraram alterações no tráfego de TLR-2 e TLR-4 em fibroblastos da derme de 
indivíduos CHS clássicos (Wang et al., 2014) nos levaram a examinar o papel dos TLRs na 
predisposição de pacientes com CHS para periodontite e fornecer mais evidências clínicas da 
relevância das doenças periodontais em CHS atípicos e clássicos indivíduos. No presente 
estudo, avaliou-se a história completa médica e odontológica de sete sujeitos apresentando as 
formas clássica (n = 3) e atípica (n = 4) de CHS. 
Em contraste com as publicações anteriores, no presente estudo, os dados clínicos e as 
análises radiográficas demonstraram que nenhum dos indivíduos CHS clássicos ou atípicos 
apresentaram evidências de um colapso periodontal grave. Indivíduos com diagnóstico de 
CHS atípica, que não foram submetidas a transfusão sanguínea, exibiram bolsas periodontais 
mais profundas e maior PIC em comparação com indivíduos da forma clássica da doença, e 
ambos apresentaram níveis moderados de sangramento à sondagem. Em nossos estudos in 
vitro usando fibroblastos gengivais obtidas de indivíduos CHS atípicos e controle, semelhante 
aos achados em fibroblastos da pele de indivíduos CHS clássicos (Wang et al., 2014), 
observamos uma atividade imunológica alterada a nível basal, com uma resposta diminuída ao 
desafio imunogênico com LPS de Ec, o que nos permite especular estar relacionada com a 
menor expressão e tráfego defeituoso de TLR-2. No presente estudo, embora os níveis 
reduzidos de TLR-2, em níveis de proteína e transcrição gênica, foi observado que as 
mudanças pareciam ser mais brandas do que os relatados em indivíduos CHS clássicos. 
Além disso, ao contrário do observado em fibroblastos da pele de CHS clássicos, os 
quais mostraram níveis diminuídos de TLR-4, a partir de fibroblastos gengivais CHS atípicos, 
foi possível notar um aumento nos níveis de RNAm e proteína de TLR-4. Portanto, embora se 
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deva esperar defeitos no processo de tráfego de TLRs em indivíduos CHS, o presente estudo 
sugere que formas clássicas e atípicas de CHS tem um impacto distinto sobre a expressão de 
TLR em células fibroblásticas, e, potencialmente, em todo o corpo. Assim, os resultados 
demonstram pela primeira vez que o sistema TLR é afetado na forma clássica comparado à 
forma atípica da síndrome, e sugerem que TLRs podem ser um fator crítico para explicar os 
diferentes fenótipos observados entre as duas formas conhecidas de CHS. 
Tem sido demonstrado que células do periodonto, incluindo fibroblastos gengivais, 
células do ligamento periodontal, cementoblastos e osso alveolar expressam TLRs (Nociti Jr 
et al., 2004; Mahanonda & Pichyankgul, 2007), e, uma vez que os tecidos periodontais são 
continuamente e constantemente expostos a PAMPS bacterianos, a detecção e a sinalização 
via TLRs desempenha um crítico papel na resposta imune inata e manutenção da saúde 
periodontal. Quanto à ocorrência de um fenótipo periodontal em indivíduos CHS, atualmente 
existem apenas sete relatos de casos na literatura (Tempel et al., 1972; Hamilton & Giasanti, 
1974; Delcourt-Debruyne, Boutigny, Hildebrand, 2000; Shibutani et al., 2000; Bailleul-
Forestier et al., 2008; Khocht et al., 2010; Rezende et al., 2013), sugerindo um início precoce 
e tipo grave de inflamação periodontal em pacientes diagnosticados com CHS. Em nenhum 
destes relatos, entretanto, o tipo de CHS é informado e, portanto, não há um entendimento 
claro do fato de o fenótipo periodontal estar relacionado a ambos os tipos de CHS ou apenas a 
um deles. Como nenhuma das publicações mencionam que a transfusão de sangue foi 
realizada como parte de sua história médica. Se for esse o caso, o aumento da expressão 
constitutiva de TLR-4 em CHS atípicos fibroblastos gengivais sugere que, na verdade, a 
presença de bactérias gram-negativas no ambiente periodontal pode levar a uma resposta mais 
robusta que conduz a um processo inflamatório exacerbado. Em linha com nossos achados, 
estudos anteriores demonstraram uma associação entre aumento dos níveis de TLRs e a 
presença de inflamação (Sabroe et al., 2008; Ospelt & Gay, 2010; Newton & Dixit, 2012).  
Ainda no presente estudo, os resultados demonstraram que as células CHS tratadas 
com extrato de proteína total de F. nucleatum exibiram um aumento acentuado da produção 
de uma variedade de citocinas pró-inflamatórias, incluindo IL-6, IFN-γ, IL-2, IL-4, IL-15, IL-
17, IL-9, MIP-1β, MCP-1 e G-CSF. O aumento da produção de citocinas pró-inflamatórias, 
também tem sido apontado como um mecanismo fundamental no aumento da prevalência e 
gravidade da doença periodontal em fumantes e diabéticos não controlados (Duarte et al., 
2014; Nociti Jr, 2015). 
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A descoberta de que mutações no gene LYST levam a função e tráfego defeituosos de 
TLRs também deve ser considerada em uma perspectiva mais ampla. Por exemplo, TLRs são 
amplamente expressos no corpo, incluindo o sistema nervoso central (SNC) (Bsibi et al., 
2002). Dado o papel dos TLRs no reconhecimento não só do padrão molecular de epítopos 
expressos por agentes patogénos, mas também de entidades endógenas (Gordon, 2002; 
Matzinger, 2002), é consistente sugerir que eles são importantes para a homeostase do SNC. 
Dessa forma, um certo número de estudos têm associado os TLRs a neurodegeneração e 
doenças neurodegenerativas, incluindo a doença de Alzheimer, doença de Parkinson, atrofia 
múltipla de sistemas (Trotta et al., 2014; Hayward & Lee, 2014; Xiang, Chao, Feng, 2015). 
Dado o fato de que os indivíduos CHS apresentam alterada expressão de TLRs, 
independentemente da sua forma clássica ou atípica, e também são caracterizadas por 
disfunções neurológicas, pode-se especular que a sinalização alterada de TLRs em indivíduos 
CHS pode desempenhar um papel importante nos achados neurológicos de indivíduos 
diagnosticados com CHS. 
Tomados em conjunto, os nossos resultados demonstram que níveis elevados de TLR-
4 em fibroblastos gengivais obtidos a partir de indivíduos CHS atípicos podem explicar o 
aumento da produção de citocinas pró-inflamatórias, e contribuir para o colapso do tecido 
periodontal, resultando em uma forma mais severa da doença periodontal. Além disso, os 
resultados sugerem um impacto distinto das formas clássica e atípica de CHS na resposta 
imune e, portanto, uma melhor compreensão dos mecanismos que regem a regulação da 
inflamação local pela LYST pode constituir a base para desenvolver estratégias de tratamento 
personalizado. 
  
47 
 
 
 
7 CONCLUSÃO 
Diante dos objetivos e da metodologia empregada no presente estudo, concluiu-se que: 
(1) Clinicamente, as condições clássicas e atípicas de CHS podem resultar em 
fenótipos periodontais distintos;  
(2) Em fibroblastos gengivais de indivíduos com a forma atípica da CHS, níveis 
elevados de TLR-4 em níveis basais podem contribuir para uma resposta imunológica alterada 
a bactérias gram-negativas, favorecendo a destruição dos tecidos periodontais. 
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APÊNDICES 
 
APENDICE 1 - Parâmetros Físicos e Valores Sanguíneos dos pacientes CHS 
 
Valores anormais estão indicados pelas setas vermelhas. 
VCM = volume corpuscular médio; VPM = volume plaquetário médio; PCR = proteína C-
reactiva;  TP = tempo de protrombina; aTTP = tempo parcial de ativação de tromboplastina  
Parâmetros 
Média 
Normal 
CHS 1 
(clássico) 
CHS 9  
(clássic) 
CHS 10     
(clássico) 
CHS 2 
(atípico) 
CHS 3 
(atípico) 
CHS 7 
(atípico) 
CHS 8 
(atípico) 
Peso -- 80 kg 35 kg 34 kg 93 kg 116 kg 122 kg 137 kg 
Altura -- 163 cm 134 cm 129 cm 174 cm 183 cm 176 cm 179 cm 
Hemoglobina  11.2-17.5 g/dL 12.4 11.7 13.1 15.9 14.4 14.4 15.0 
Hematocrito 34.1-51.0 % 37.2 34.6 37.7 45.4 40.7 43.2 41.0 
VCM 79.0-94.8 fL 90.5 82.8 82.5 82.7 79.2 84.2 83.0 
WBC  
3.98-10.04 
K/μL 
4.14 3.75 5.30 2.15 4.18 7.10 6.06 
VPM 9.2-12.4 fL 11.6 9.2 9.2 12.7 10.0 10.6 9.9 
Plaquetas 161-369 K/μL 173 197 227 118 182 275 251 
Neutrófilos  34.0-71.1 % 52.2 31.6 44.8 32.2 26.9 44.2 30.5 
Linfócitos  19.3-53.1 % 39.4 49.9 42.6 50.2 51.4 39.4 52.8 
Monócitos  4.7-12.5 % 7.0 17.1 7.7 15.3 19.9 14.2 12.7 
Eosinófilos 0.7-7.0 % 1.0 1.1 4.3 2.3 1.4 1.8 1.0 
Basófilos 0.1-1.2 % 0.2 0.3 0.4 0.0 0.2 0.3 0.0 
Granulócitos 
imaturos 
0.0-0.4 % 0.2 0.0 0.2 0.0 0.2 0.1 NA 
Bilirubina 
total  
0.0-1.2 mg/dL 0.4 0.6 0.2 0.8 0.3 0.5 0.6 
Bilirubina 
direta 
0.0-0.3 mg/dL <0.2 <0.2 <0.2 <0.2 <0.2 <0.2 <0.2 
PCR 0.0-4.99 mg/L 1.4 0.6 0.3 0.80 1.6 6.60 5.30 
IgG mg/Dl         
IgA mg/dL         
IgM mg/dL         
CD3%   74.2      
CD4/CD3%   45.3      
CD8/CD3%   20.2      
CD19 and NK 
cells 
        
TP 11.6-15.2 seg 13.5   15.7 14 14.3 14.6 
aTTP 25.3-37.3 seg 27.5   42.1 37.8 33.3 32.0 
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